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KAZALO ENAČB 




Indolamin 2,3-dioksigenaza 1 je eden izmed treh encimov, ki sodelujejo pri razgradnji 
aminokisline triptofan po kinureninski poti. Gre za inducibilen, citosolen, hem-vsebujoči 
encim. Njegovo izražanje je povišano v tumorskih celicah ter v mikrookolju tumorja, kar pa 
predstavlja slabo prognozo za pacienta. Znižane koncentracije triptofana in povišane 
koncentracije njegovega metabolita kinurenina, namreč privedejo do določenih 
imunosupresivnih pojavov, kot so: zorenje limfocitov T v smeri regulatornih celic, aktivacija 
mieloidnih supresorskih celic, hkrati pa pride tudi do zmanjšanja količin efektorskih 
limfocitov T in naravnih celic ubijalk. Povišane koncentracije kinurenina naj bi prispevale 
celo k rasti žilja in invadiranju tumorja. IDO 1 zato predstavlja potencialno tarčo za razvoj 
zaviralcev v boju proti rakavim obolenjem. Kar nekaj potencialnih učinkovin je trenutno 
prisotnih v kliničnih študijah, obetavni pa so predvsem rezultati pri uporabi zaviralcev IDO 
v kombinaciji z že uveljavljenimi kemoterapevtiki.  
Namen magistrske naloge je bil sinteza potencialnih zaviralcev IDO1 na osnovi strukture 3-
fenilizoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona (rezultat virtualnega rešetanja). Osnovna 
sintezna pot je obsegala 5 stopenj. Intermediatom in končnim produktom smo z analitskimi 
metodami določili fizikalno-kemijske lastnosti ter potrdili njihovo istovetnost. Z 
biokemijskimi testi pa smo končnim produktom določili še zaviralno aktivnost in jakost 
delovanja. Naš cilj dela je bil pridobiti zaviralec IDO1 s čim nižjo vrednostjo IC50 
(mikromolarna ali nižja).  
Vsi sintetizirani končni produkti so pokazali zaviralno aktivnost napram encimu IDO1, 
vendar je samo spojina N-(4-nitrofenil)-2-(4-okso-3-(tiofen-3-il)izoksazolo[5,4-d]pirimidin-
5(4H)-il)acetamid (18) povzročila več kot 50 % zaviranje pri 100 µM, in sicer 67,8 %. 
Omenjeno zmanjšanje delovanja encima je bilo zadostno za določitev vrednosti IC50, ki je 
za to spojino znašala 39,6 µM. Dobili smo torej zaviralec IDO1 v mikromolarnem območju, 
katerega struktura ponuja dodatne informacije in dobro izhodišče za optimizacijo in 
izboljšave na področju razvoja zaviralcev encima IDO1. 
 
 




Indolamine 2,3-dioxygenase 1 is one of three enzymes that catabolize amino acid tryptophan 
via the kynurenine pathway. It is an inducible, cytosolic and heme-containing enzyme. Its 
expression is elevated in the tumor cells and tumor microenvironment. That parameter 
indicates a bad prognosis for the patient. Depleted concentrations of tryptophan and 
increased concentrations of its metabolite kynurenine, lead to many immunosuppressive 
actions, such as: differentiation of lymphocytes to regulatory T cells, activation of myeloid-
derived suppressor cells and suppression of cytotoxic T cells and natural killer cells. 
Furthermore, high concentrations of kynurenine promote vascularization and invasion of 
tumor. Therefore, IDO 1 presents a great potential target for the development of inhibitors 
to fight against cancer. There is a number of potential candidates in clinical trials. Up to date, 
the most promising results have been obtained when an inhibitor was administered in 
combinations with already well-established chemotherapeutic drugs. 
The aim of this thesis was to synthesize potential inhibitors of IDO1, based on structure of 
3-phenylisoxazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-one, obtained by virtual screening. The synthetic 
pathway consisted of 5 steps. The intermediates and final products were characterized by 
analytical methods to determine their physicochemical properties and confirm their identity. 
Final products were then used in biochemical assay to determine their inhibitory potency. 
Our main goal was to obtain IDO1 inhibitor with low IC50 value (in micromolar range or 
less).  
All synthesized final compounds showed inhibitory activity against the enzyme IDO1. 
However, only one compound N-(4-nitrophenyl)-2-(4-oxo-3-(thiophen-3-yl)isoxazolo[5,4-
d]pyrimidin-5(4H)-yl)acetamide (18) exhibited higher inhibition than 50 %, i.e. 67,8 %. The 
inhibitory potency was sufficient to further determine the IC50 value of 39,6 µM. We 
synthesized a micromolar IDO1 inhibitor, providing new information about structure-
activity relationship for additional optimization and improvements towards more potent 
IDO1 inhibitors.  
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S pojmom »rak« opisujemo kompleksno skupino različnih bolezni, pri katerih lahko 
opazimo naslednjih 6 pojavov: celična rast in delitev ob odsotnosti aktivacijskih signalov, 
kontinuirana delitev celic kljub zaviralnim signalom, izmikanje programirani smrti, 
neomejeno število delitev, vaskularizacija novotvorbe in invazija s tvorbo metastaz. Razlog 
za te spremembe tiči v genetskih in epigenetskih spremembah, ki nadzorujejo celični cikel. 
Gre za enega izmed glavnih povzročiteljev smrti v razvitem svetu. Toliko bolj zaskrbljujoče 
pa je dejstvo, da število obolelih strmo narašča. Tako je ključnega pomena raziskati 
mehanizme nastanka in napredovanja rakavih celic ter poiskati načine, kako te preprečiti oz. 
upočasniti (1). 
1.1.1 Vzroki za nastanek 
Že v 19. stoletju so ugotovili, da je tumor bolezen, ki se razvije iz ene same normalne celice, 
ki se okvari in začne nenadzorovano deliti. Poglavitni razlog za to transformacijo celice je 
sprememba dednega materiala. Karcinogene dejavnike, ki povzročajo genetske spremembe, 
delimo na endogene (podedovani geni, hormoni, imunski sistem) in eksogene. Eksogene pa 
delimo na fizikalne (sevanje, x-žarki), kemične (nitrozamin, benzen), infekcije (virusi, 
bakterije, paraziti), mehanske poškodbe celic in življenjski slog (prehrana, gibanje). Niso pa 
vsi tumorji »rakavi«, poznamo torej benigne in maligne oblike. Maligna vrsta je tista, ki je 
invazivna in se lahko razširi po telesu v obliki metastaz (2). 
1.1.2 Kancerogeneza 
Napake oz. spremembe DNA so v telesu stalnica in so stranski produkt raznih procesov v 
telesu, zato obstajajo ustrezni popravljalni in regulatorni mehanizmi, ki skrbijo, da se te 
pomanjkljivosti popravijo ali pa preprečijo proliferacijo celice, ki je okvarjena. Kadar ti 
mehanizmi zatajijo in se napake namnožijo, lahko pride do razvoja tumorja. Proces nastanka 
in razvoja raka delimo na 3 dele, in sicer: iniciacija, promocija in progresija (3). 
Iniciacija  
Bistvena pojava v nastanku tumorske celice sta, nastanek protoonkogena (spodbudijo 
celično delitev in preprečijo apoptozo) in okvara tumor supresorskega gena (preprečijo 
celično delitev in povzročijo apoptozo). Posledično se v celici kumulirajo napake in 
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mehanizmi, ki bi te v normalnih pogojih popravili, ne delujejo. Poleg sprememb na 
genomskem zaporedju, lahko prihaja do različnih metilacij genov, kar vpliva na njihovo 
izražanje (4). 
Promocija 
Promotorski dejavniki poskrbijo za namnožitev okvarjenih celic. To pa povzroči dodatno 
destabilizacijo genoma in še poveča nastajanje mutacij. Ko se celice delijo, to število samo 
še narašča. Ključne so mutacije genov, ki nadzorujejo celični cikel in bi preprečili delitev 
poškodovane celice. Promotorski dejavniki (fenobarbital, hormoni) sami po sebi niso 
kancerogeni, vendar sprožijo celično delitev, brez nadzorovane aktivacije celičnega cikla 
(4). 
Progresija 
Fazi promocije sledi t.i. maligna konverzija, ko se spremembe DNA kažejo tudi v fenotipu. 
Posledice mutacij so lahko vse že naštete lastnosti rakavih celic. Poleg teh se aktivirajo 
mehanizmi izogibanja imunskemu sistemu, kot sta manjše izražanje adhezivnih molekul na 
površini in tvorba rastnih dejavnikov. Slednji vplivajo tudi na proces angiogeneze - tvorba 
krvožilja, ki ohranja dovod hranil in kisika ter posledično rast novotvorbe. Še dodatno je ta 
faza nevarna, ker omogoča vstop tumorskih celic v žilni sistem in raztros tumorja po telesu. 
Hkrati pa žilje služi kot dovod za celice imunskega odziva, ki tumor napadajo. S pritiski 
okolja, ki ne uničijo celic, pa pride do selekcije in ohranjanja ter razširitve bolj invazivnih 
celic. Te zapustijo svoje primarno mesto, vstopijo v krvni ali limfni obtok in se ustalijo ter 
razmnožijo na drugi lokaciji (4). 
1.1.3 Imunski sistem 
Glavna vloga imunskega sistem je prepoznavanje rakave celice in njeno uničenje oz. 
odstranitev. Tumorska celica se razvije iz normalne človeške celice, zato si z njo deli tudi 
večino antigenov. To pa pomeni slabšo imunogenost. Kljub temu obstajajo določeni antigeni 
in strukturne lastnosti, ki so značilne samo za tumorsko preoblikovane celice (t. i. tumor 
specifični antigeni). In dokazano je bilo, da imunski sistem deluje proti tumorju, vendar to 
delovanje sčasoma postaja manj učinkovito. Da rakava celica lahko ohranja svoj obstoj v 
telesu, se mora prilagoditi in ubraniti kar nekaj procesom, ki jo skušajo premagati. Ta proces, 
ki je posledica aktivnega spreminjanja in delovanja tumorja, imenujemo tudi imunsko 
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preurejanje. Gre za večfazen kompleksen proces spreminjanja imunskega sistema, ki ga 
sestavljajo: eliminacija, ravnovesje in toleranca (5). 
Eliminacija 
V tej fazi imunski sistem nadzoruje rast raka in uspešno odstranjuje njegove celice. Najprej 
jih efektorske celice prirojene imunosti in antigen predstavitvene celice prepoznajo. Sledi 
odstranjevanje teh celic, ki povzročijo sproščanje tumorskih antigenov v okolje in povečano 
tvorbo citokinov. Zaradi predstavitve antigenov sproži specifičen odziv preko nastanka 
limocitov T (lim T) in limfocitov B (lim B), ki jim sledi tvorba protiteles (6). 
Ravnovesje 
V tej fazi imunski sistem še vedno nadzoruje rast raka, vendar ni več uspešen pri njegovem 
zmanjševanju. Rast novih rakavih celic in njihovo odstranjevanje sta v ravnotežnem stanju. 
Ravno v tej fazi se tumorske celice najbolj okrepijo in prilagodijo, glede na pritiske okolja. 
Prihaja do selekcije in nastanka celic, ki so povsem različne od izvornih in mnogo manj 
imunogene. Tumor postane manj »viden« imunskemu sistemu in hkrati nadzoruje dejavnike 
v svojem mikrookolju s tem, ko sam proizvaja kemokine in citokine. Citokini (IL-12, IL-10, 
TNF-α) nadzorujejo diferenciacijo CD4+ limfocitov T v smeri regulatornih limfocitov T 
(Treg)  in posledično je manjše število nastalih citotoksičnih limfocitov T (Teff). S pomočjo 
kemokinov usmerja migracijo imunskih celic in določene celo izkoristi, da delajo v korist 
tumorja. Tako si recimo pospeši rast ali pa omogoči nastanek premetastatskih niš, kamor se 
bo kasneje usidral. Razni rastni dejavniki pospešujejo rast in širitev tumorja. Tak primer je 
epidermalni rastni dejavnik (EGF) ali pa vaskularni endotelni rastni dejavnik (VEGF), ki 
omogoča nastajanje žilja, medtem ko nekateri drugi skrbijo, da se celice v okolju ne 
razmnožujejo. Eden izmed teh je transformirajoči rastni dejavnik beta (TGF-β) (7). 
Toleranca 
Najslabša prognoza je imunska toleranca, ko telo popolnoma preneha napadati tumor. Gre 
za zadnjo fazo imunske preureditve. Imunski sistem popolnoma izgubi nadzor nad 
tumorjem, ki se razraste in začne metastazirati. Za to stopnjo so značilni povečana količina 
regulatornih celic, manjša tvorba citokinov, neprepoznavnost antigenov tumorja in 
izogibanje apoptozi. V tem primeru tudi imunoterapija izgublja svojo moč. Ravno na tej 
stopnji pa pride v poštev uporaba zaviralcev IDO1 in s tem povečanje občutljivosti 
imunskega odziva na tumor (6). 
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1.2 Kinureninska pot 
Katabolizem triptofana (Trp) pri sesalcih poteka po dveh različnih poteh. Približno 5 % Trp 
se razgradi po serotoninski poti. Ta je tudi končni produkt razgradnje po tej poti. Ostalih 95 
% AK pa se razgradi po t.i. kinureninski poti (slika 1), ki vodi do nikotinamida adenina 
dinukleotida (NAD+). Pri kinureninski poti so za katabolizem odgovorni trije encimi: IDO1, 
IDO2 in TDO. Direktni posledici prekomernega izražanja in aktivnosti katerega od teh 
encimov, sta znižana koncentracija triptofana in povišana koncentracija vmesnega produkta 
kinurenina (Kyn). Slednji deluje kot naravni ligand za receptor za arilne ogljikovodike 
(AhR). AhR pa je transkripcijski faktor, ki sodeluje pri programiranju vnetnih procesov in 
tudi kancerogenezi. Kataboliti privedejo do blokade aktivacije limfocitov T in sprožijo 
apoptozo celic T ter pospešujejo diferenciacijo CD4+ celic v smeri Treg.  Poleg tega pa 
pomanjkanje Trp sproži vnetne signale preko kinaze GCN2 (angl. general control 
nonderepressible 2 kinase), ki aktivira Treg ter preko zmanjšanega delovanja na že omenjeni 
mTORC1. GCN2 je proteinska kinaza, ki nadzoruje nivoje AK in nadalje uravnava njihove 
metabolne poti. Zaradi pomanjkanja Trp, pride do povečane količine Trp-tRNA, ki pa se 
veže na GCN2 in jo aktivira. Kadar se to zgodi v efektorskih lim T, se prekine sinteza 
proteinov v celici in sledi apoptoza (8). 
  
Slika 1: Shema metabolizma triptofana, kinureninska pot. Prirejeno po (9). 
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1.3 IDO 1 
Pri indolamin 2,3-dioksigenazi 1 (IDO 1) gre za inducibilen, katalitičen encim, ki je vpleten 
v procese katabolizma, konkretno sodeluje v kinureninski poti. Gre za majhno molekulo, ki 
so jo prvič odkrili v 50-ih letih prejšnjega stoletja, ko so iskali »krivca« za povečan 
katabolizem triptofana pri rakavih bolnikih (10). 
IDO 1 je citosolen encim, ki je zaradi katabolizma Trp pomemben člen tako imunskega 
sistema kot tudi vnetnih procesov. Ravno zato predstavlja zanimivo tarčo v boju proti raku, 
glede na to, da je s tumorjem pogojena imunosupresija pogost razlog za neučinkovitost 
uveljavljenih smernic zdravljenja. S to hipotezo se ujemajo tudi rezultati predkliničnih študij, 
ki kažejo, da zaviranje encima poveča učinkovitost radioterapije, kemoterapije, 
imunoterapije in tumorskih cepiv, brez povečanja neželenih učinkov. S tem se lahko poveča 
terapevtsko okno učinkovine. Tudi mehanizem delovanja nekaterih, že uveljavljenih 
protitumornih zdravil (npr. imatinib), povezujejo z zaviranjem IDO 1 (11). 
Povečana aktivnost encima se pojavlja prav pri tumorskih in celicah prirojenega imunskega 
sistema in govori o slabi prognozi poteka bolezni. Mehanizmi njegovega delovanja, ki 
prispevajo k imunskemu pobegu tumorja so: supresija CD 8+ limfocitov T in celic naravnih 
ubijalk (NK) ter hkrati povečana aktivnost CD4+ celic (Treg) in mieloidnih supresorskih celic 
(MDSC). IDO 1 predstavlja povezavo med interferonom γ (IFN-γ) in interlevkinom 6 (IL-
6), ki pa po aktivaciji sproži procese neovaskularizacije v tumorskem okolju, kar pa vemo, 
da je eden ključnih procesov, ki prispevajo k povečanemu razrastu, obstoju in invazivnosti 
samega tumorja (12). 
V mikrookolju, kjer je bil aktiven encim IDO1, naj bi zaradi zmanjšanih koncentracij Trp 
prišlo do manjše aktivacije limfocitov T, ki se aktivirajo po vezavi na antigen (Ag). Dokaz, 
ki je podprl to teorijo, je bil rezultat testa na miših, ki so bile »tolerantne« do tujih antigenov. 
Po administraciji triptofanovega mimetika, 1-metiltriptofan (1-MT) se je odzivanje 
imunskega sistema na Ag znatno povečalo (13). 
Poleg tega je bilo ugotovljeno, da je izražanje IDO1 v celicah povezano z aktivnostjo enega 
najpomembnejših tumorsupresorskih genov, Bin1. Ta namreč regulira izražanje encima. 
Hkrati pa nadzoruje še druge procese, ki preprečujejo razmnoževanje okvarjene celice 
(apoptoza). Njegova odsotnost oz. zmanjšana ekspresija v celicah, še dodatno pripomore k 
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imunskemu pobegu rakave celice, saj se koncentracije IDO1 znatno povišajo. To dognanje 
je bilo eno prvih dokazov, da je IDO1 tesno vpleten v patologijo raka (14). 
Poleg vsega zgoraj naštetega ima IDO1 vpliv tudi na vnetne procese. Pri čemer pa ne gre za 
direktno imunosupresivno delovanje, ampak bolj zapletene procese. Odgovoren naj bi bil za 
razvoj tumorju ugodnega okolja. Pri tem gre predvsem za zvezo med IFN-γ, ki inducira 
IDO1, ta nato inducira IL-6, ki skupaj z IDO1 preko negativne povratne zanke (slika 2) 
zmanjšata izražanje IFN-γ. S tem, da ima IFN-γ protitumorno delovanje, medtem ko je IL-6 
znan kot citokin, ki prispeva k rasti tumorja. Dognano je bilo, da zniževanje koncentracije 
IDO1 ali IL-6, na račun IFN-γ, zmanjša odpornost metastaz. Kar predstavlja veliko prednosti 
v primerjavi z nekaterimi drugimi regulatorji celične rasti in imunosti, ker gre za zelo 
specifičen proces, vezan na obolenje. To pa močno razširi terapevtsko okno in zmanjša 
tveganje za neželene stranske učinke (15). 
 
Slika 2: Negativna povratna zanka IFN-γ, IDO1 in IL-6. 
Da gre pri zaviralcih IDO1 za majhno molekulo, predstavlja veliko prednost. To pomeni, da 
je sinteza preprostejša, farmakološke lastnosti pa ugodne, kar se tiče biološke uporabnosti. 
Dodatna prednost je, da je struktura encima že zelo dobro preučena. Še posebej ugodno pa 
je, da encim spada v majhno skupino encimov. Poleg tega imajo ostali predstavniki te 
skupine (IDO2, TDO, TPH) napram IDO1, veliko bolj omejen režim izražanja in so bolj 
»izbirčni« glede substratov (16). 
Po obetajočih rezultatih predkliničnih testov so sledila klinična testiranja. Prvi zaviralec je 
bil indoksimod, sledili so epakadostat, navoksimod in linrodostat. Seveda je bilo poleg 
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naštetih testiranih še mnogo drugih potencialnih zaviralcev, ki pa zaenkrat žal niso prinesli 
tako dobrih rezultatov ali pa so bili testi prekinjeni (9). 
1.3.1 Indoksimod (D-1MT) 
Kot že omenjeno, je bil preprosti mimetik triptofana tisti, ki so ga uporabili pri preučevanju 
signalnih poti IDO. Tako ni nič pretresljivega, da je ravno 1-MT, ena izmed preučevanih 
spojin, ki se vpleta v delovanje tega encima in lahko služi, kot neke vrste izhodišče za razvoj 
učinkovin. Racemna oblika ima znano Ki = 34 µM. L-izomeru pripisujejo šibke zaviralne 
lastnosti, medtem ko naj se D-oblika ne bi niti vezala v aktivno mesto encima, kaj šele 
delovala nanj. Posledično ne moremo 1-MT opredeliti kot zaviralec IDO1. Kljub temu so s 
spojino izvajali predklinična testiranja in dokazali njeno zaviralno delovanje na tumorje. D-
izomer je tako postal kandidat za zdravilo, ki so mu nadeli ime indoksimod (slika 3) (17). 
Ko so spojino testirali na transgenem modelu HER2 pozitivnih rakavih celicah, je 1-MT 
pokazal zelo šibko delovanje na tumorje, vendar pa je znatno povečal učinkovitost različnih 
apliciranih kemoterapevtikov. To je bil ključni korak, ki je odprl možnosti za uporabo te 
spojine (14). 
Kljub temu da mehanizem delovanja 1-MT ni bil povsem jasen, so se zaradi njegovih 
ustreznih farmakoloških in toksikoloških lastnosti ter ugodnih rezultatov predkliničnih 
testiranj, odločili za klinične teste. Poleg tega so dokazali povezavo z IDO1, ker je bilo 
njegovo delovanje odsotno v transgenih miših brez tega encima (18). 
Številne študije so še potekale z namenom razlage mehanizma delovanja indoksimoda, 
vendar so le pri eni prišli do logičnega zaključka, ki bi lahko razložil njegove učinke. 
Rezultati serumskih koncentracij so pokazali, da indoksimod lahko obnovi aktivnost tarče 
rapamicina kompleksa 1 pri sesalcih (mTORC1), ki je bila zavrta zaradi znižanih 
koncentracij triptofana. S tem hkrati tudi zmanjša pojavnost avtofagije. Kompleks mTORC1 
preverja nivoje esencialnih aminokislin (AK) in opravlja vlogo regulatorja celične rasti, med 
drugim tudi limfocitov T. Indoksimod kot mimetik esencialne AK Trp navidezno poviša 
njen nivo in s tem prepreči deaktivacijo mTORC1 (19). 
V I. fazi kliničnega testiranja je bila učinkovina indoksimod zelo dobro tolerirana. V II. fazi 
so testiranja potekala na 22 napredovanih rakavih bolnikih, kjer so indoksimod aplicirali 
poleg docetaksela. Ugotovili so, da je maksimalni dnevni odmerek, ki ga bolniki še dovolj 
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dobro prenašajo, 1200 mg, 2-krat na dan. Opazili so 4 delne odzive na zdravljenje in 
odsotnost interakcij med učinkovinama (20, 21). 
V II. fazi kliničnih testiranj pa so prišli do zanimivih rezultatov, kar se tiče učinkovitosti 
zdravila. Kombinacija indoksimoda in pembrolizumaba (PD1 protitelesa) je bila pri 
pacientih z melanomom enako učinkovita, kot že uveljavljena kombinacija nivolumaba z 
ipilimumabom. Za razliko od slednje pri kombinaciji z indoksimodom ni prišlo do pojava 
avtoimunskih stranskih učinkov (22). Poleg tega so v drugi študiji II. faze bolnikom z 
metastatskim rakom prostate dodajali indoksimod ob terapiji s cepivom DC sipuleucel-T in 
ugotovili, da je prišlo do več kot 2-kratnega podaljšanja časa preživetja (23). Žal pa ni prišlo 
do signifikantnih izboljšanj pri pacientkah z rakom dojk, ki so jih že zdravili z docetakselom. 
Obetavni so bili rezultati pri kombiniranju s kemoterapijo, v primeru mieloidne levkemije in 
adenokarcinoma trebušne slinavke. Za omenjene primere trenutno potekajo nadaljevalne 
študije (24). 
Indoksimod predstavlja pomemben korak pri razumevanju IDO efektorske poti in njegove 
povezave z mTORC1. Obstaja tudi možnost, da za napad na tumor zadostuje že delovanje 
na mTORC1, ki predstavlja bolj specifično tarčo kot IDO. S tem pa bi zmanjšali verjetnost 
pojava stranskih učinkov (9).  
 
Slika 3: Struktura indoksimoda (D-1MT). 
1.3.2 Epakadostat (INCB024360) 
Na podlagi informacij zbranih pri 1-MT so razvili tudi epakadostat (slika 4). Pri tem so se 
fokusirali na hidroksiamidine in izvedli rešetanje z visoko zmogljivostjo (HTS), pri katerem 
je bil epakadostat edini zadetek, ki je kazal aktivnost v mikromolarnih koncentracijah, tako 
pri celičnih kot encimskih testih (25).  
Kar se tiče odnosa med strukturo in delovanjem (SAR), naj bi bil ravno hidroksiamidinski 
del ključen za zaviralno delovanje na encimu. Ta se veže direktno na hem, v žepku 
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vezavnega mesta. S paralelno sintezo in ločbo preko metode LC-MS so pridobili veliko 
količino analogov, s katerimi so lahko dokazali zgoraj omenjeno hipotezo (26). 
Sledila so predklinična testiranja, kjer so naleteli na oviro - slabo biološko uporabnost (BU) 
pri per os aplikaciji, medtem ko subkutana aplikacija ni prinesla obetavnih rezultatov. Z 
množičnimi raziskavami so prišli do ugotovitve, da je šibka točka teh spojin glukuronidacija 
hidroksiamidina. Ugotovili so tudi, da imajo najboljši kandidati večje število tako donorjev 
kot tudi akceptorjev vodikovih vezi, kakor bi jih pričakovali po 5 pravilih Lipinskega. Gre 
za to, da molekula tvori intramolekularne vezi in s tem »skrije« polarne površine v 
notranjost. To ji omogoča dobro permeabilnost membrane in posledično boljšo BU. Dodatni 
testi so pokazali tudi visoko stopnjo selektivnosti za IDO1. Pri tem gre za kompetitiven 
mehanizem, ki mu v celičnih testih pripisujejo vrednost IC50 12 nM. Epakadostat poveča 
razrast Teff, celic NK in zmanjša diferenciacijo celic T v smer Treg. Povečalo se je tudi število 
CD86 DC. Pri miših, ki so prejemale epakadostat, se je plazemska koncentracija kinurenina 
znižala za 90 %. Pri imunokompetentih miših se je rast tumorja zmanjšala, ne pa tudi pri 
imunokomprimiranih, kar služi kot dokaz, da je učinkovanje povezano z imunskim odzivom 
(27). 
V fazi I kliničnih študij so določili maksimalen odmerek 100 mg, 2-krat dnevno, ki so ga 
pacienti dobro prenašali. Opazili pa niso nobenih učinkov, kar se tiče recesije bolezni. Pri 
nekaterih se je sicer stanje stabiliziralo za več kot 4 mesece. V randomizirani študiji, kjer so 
epakadostat primerjali s tamoksifenom, so dokazali dobro prenašanja zdravila, ki pa ni 
odstopalo po učinkovanju (28). 
Veliko bolj obetavni so rezultati študije v kombinaciji epakadostata s PD1 protitelesi. Pri 
pacientih z melanomom so odzivi na splošno zelo dobri. Podobni so tistim pri že uveljavljeni 
kombinaciji PD1 in CTLA-4 protiteles, le da je pri zaviranju IDO1 zmanjšana pojavnost 
stranskih učinkov. Trenutno poteka kar nekaj študij, v kombinacijah s protitelesi proti PD1 




Slika 4: Struktura epakadostata ((INCB024360). 
1.3.3 Fenilimidazoli 
Na podlagi znanja o povezavi med IDO1 in Bin-1, se je začelo odkrivanje zaviralcev 
omenjenega encima. Raziskovalci so odkrili kar nekaj zadetkov, ki so kazali zaviralno 
delovanje in so seveda imeli podobne strukturne lastnosti. Ena izmed teh učinkovin je bil 
tudi MTH-trp, ki je prva jasno dokazala protitumorne učinke (14). Sledili so kristalografski 
testi s fenilimidazoli, ki so omogočili vpogled v s strukturo povezanimi lastnostmi delovanja 
zaviralcev in način vezave (SAR). Najbolj obetavne rezultate je pokazal 4-fenilimidazol (4-
PI). Izkazalo se je, da deluje kot šibek nekompetitiven zaviralec. Na podlagi tega so pričeli 
z razvojem novih učinkovin, katerih strukturo so gradili na podlagi informacij o 4-PI (30). 
Kar se tiče vezave v aktivnem mestu, so prisotne interakcije s fenilnim obročem, na vhodu 
pa potekajo interakcije predvsem z N-1, C-2 in N-3 atomi imidazolnega obroča. Pri tem N-
1 tvori interakcije s hemom, N-3 pa ne sme biti substituiran za vezavo s hemom. Vendar pa 
so kljub temu substitucije na N-3 dušiku koristne, ker povzročijo pravilno orientacijo 
imidazolnega obroča. Kar se tiče substitucije fenilnega obroča, so imeli največjo jakost 
vezave zaviralci z orto hidroksi (2'-OH) substituentom (slika 5) (31). 
 
Slika 5: Struktura orto hidroksi 4-PI.  
1.3.4 Navoksimod (NLG919) 
Predklinične študije so pokazale, da znaša IC50 vrednost za navoksimod (slika 6) 75 nM, kar 
se tiče IDO1. Izmerjena je bila s pomočjo celičnih testov. Poleg tega gre za spojino s precej 
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nizko selektivnostjo napram TDO, ki ima nekompetitivno kinetiko inhibicije. Kar se tiče 
farmakokinetike in toksičnosti, ima spojina ustrezne lastnosti in je primerna tudi za peroralno 
aplikacijo. Pri rakavih miših so po uporabi navoksimoda izmerili 50 % znižanje plazemskih 
koncentracij kinurenina in zmanjšanje supresije limfocitov T. Navoksimod je znatno povečal 
učinkovitost drugih cepiv, kar je privedlo do obetavnih rezultatov v boju proti različnim 
tumorjem (32). 
Kar se tiče klinični študij so informacije še omejene. Zaenkrat je znano, da je maksimalni 
odmerke, ki so ga pacienti tolerirali 600 mg, 2-krat dnevno. Pri tem je bolezen stagnirala pri 
7 od 17 pacientov. Začeli so tudi s testiranji v kombinaciji z atezolizumabom (9). 
 
Slika 6: Struktura navoksimoda ((NLG919). 
1.3.5 Linrodostat (BMS-986205) 
Linrodostat (slika 7) je eden izmed patentiranih zaviralcev encima IDO1 in kandidat za 
klinična testiranja. Deluje ireverzibilno z vrednostjo IC50 okoli 2 nM. Napram epakadostatu 
in navoksimodu ima boljše farmakokinetične lastnosti. Leta 2015 so začeli s kliničnimi 
študijami pri pacientih z melanomom. Učinkovino so testirali kot monoterapijo in v 
kombinaciji z nivolumabom. Zdravilo je bilo dobro tolerirano (33). 
 




Je nekompetitiven zaviralec IDO1, ki ne interagira s hemom. Obeta dobre farmakokinetične 
karakteristike in podaljšan razpolovni čas, ki bi olajšal jemanje z 1-krat dnevnim 
odmerjanjem. Poleg tega naj bi prehajal tudi krvno-možgansko bariero (KMB), s tem pa bi 
deloval tudi na možganske metastaze. V predkliničnih študijah je povečal delovanje 
PD1/PDL1 zaviralcev. Prva klinična študija je bila izvedena leta 2016 (34). 
 
Slika 8: Struktura PF-06840003. 
1.4 IDO2 
Gre za sicer manj raziskanega homologa (izoformo) IDO1, ki pa je prav tako vpleten v 
imunski nadzor. Strukturno sta si zelo podobna. So pa ugotovili, da delecija njegovega gena 
Ido2 ne vpliva na plazemske koncentracije Trp ali kinurenina. To pa zato, ker je bolj poredko 
izražen. Kar se tiče katalize, je delovanje IDO2 veliko šibkejše napram ostalima dvema 
encimoma. Obstaja tesna povezana med delovanje IDO1 in IDO2, kar je bilo tudi dokazano 
z raznimi testi. Izražanje Ido2 je regulirano preko AhR, katerega aktivira ravno produkt bolj 
aktivne oblike, IDO1 (35). IDO2 direktno vpliva na razvoj protiteles, saj regulira delovanje 
limfocitov B. Kar je zanimivo glede na to, da je rast nekaterih vrst tumorjev odvisna ravno 
od vnetij povzročenih z lim B (36). 
1.5 TDO 
Kljub podobni vlogi v razgradnji Trp glede na ostala dva encima, so posledice delovanja 
TDO nekoliko drugačne, saj sta drugačna tudi pojavnost in poti aktivacije. Dokazano je, da 
je tudi TDO vpleten v tumorski pobeg imunskemu sistemu. Toda zaenkrat še niso našli 
razlage, kakšna je vloga povečanega izražanja encima v rakavih celicah in njihovi okolici. 
V predkliničnih študijah njegovo zaviranje ni privedlo do večjih težav. Prišlo pa je do 
vedenjskih sprememb. Zaradi manjšega delovanja TDO se namreč kopičijo večje količine 
Trp, ki bi lahko vplivale na koncentracije serotonina. Kljub temu pa je še vedno smiselno 
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preučiti možne poti zaviranja encima (skupaj z IDO1), saj je njegovo izražanje tesno 
povezano s povečano rastjo tumorja in nastankom metastaz (37). 
1.6 Napoved za prihodnost 
Kot so pokazali rezultati raziskav, je ustrezno delovanje sistemskega imunskega sistema 
tesno povezano z bojem proti raku. To je še posebej ključno pri zdravljenju z imunoterapijo, 
kjer je potrebno popolnoma spreobrniti tumorjevo vnetno okolje v takega, ki podpira 
imunski odziv telesa proti njegovim celicam in ne ravno obratno. Pri tem pa je ravno 
zaviranje encima IDO1 lahko tista prelomna točka, ki prevaga imunsko delovanje v korist 
pacienta. Zaviralci IDO1 izjemno pripomorejo k zaviranjem imunskih kontrolnih točk, 
nedavne raziskave pa so pokazale korist tudi pri ostalih oblikah zdravljenja (38). 
Precejšnje število potencialnih IDO1 zaviralcev je trenutno vpeto v predklinične študije. 
Nekaj jih je celo že napredovalo v naslednjo stopnjo testiranj, vendar so zaenkrat rezultati 
teh študij precej skopi. Posebno pozornost je vzbudila skupina benzensulfonilhidrazinskih 
derivatov, pri katerih so identificirali kar 40, po jakosti ustreznih zaviralcev (IC50 najbolj 
obetavnega 68 nM). Hkrati so poročali tudi o ustrezni BU in tudi že ugodnih rezultatov, kar 
se tiče zaviranja rasti tumorja in to brez izgube telesne teže miši (39). 
Zaenkrat so najboljše rezultate pokazale študije, kjer so zaviralec uporabljali v kombinaciji 
z že uveljavljenim imunskim zdravilom (pembrolizumab, nivolumab). Predvsem pri 
melanomu naj bi šlo za povezavo med IDO1 in PD-L1 oz. CTLA-4. Potrebno bi bilo preučiti 




2 NAMEN DELA 
V eksperimentalnem delu magistrske naloge bomo skušali sintetizirati analoge spojine 
zadetka 5-(2-(3,4-dihidrokinolin-1(2H)-il)-2-oksooetil)-3-(4-fluorofenil)isoksazolo[5,4-
d]pirimidin-4(5H)-ona (slika 9), ki so jo na Fakulteti za farmacijo odkrili z virtualnim 
rešetanjem. Naše izhodišče bo struktura osnovnega skeleta 3-fenilizoksazolo[5,4-
d]pirimidin-4(5H)-on. Fenilni obroč na mestu 3 bomo zamenjali s tiofenskim (bioizosterna 
zamenjava), na mestu 5 izoksazolopirimidinskega obroča pa bomo z nukleofilno substitucijo 
pripenjali različne substituente (Preglednica I). Produkte z nitro skupino bomo še reducirali 
do amina in na ta način pridobili dodatne končne spojine. Uspešnost sintez bomo nato 
preverjali z raznimi analitskimi metodami. Končne spojine pa bomo ovrednotili z 
biokemijskimi testi. Tistim, ki bodo pokazale zadostno zaviranje aktivnosti encima, bomo 
določili še vrednost IC50. Na podlagi rezultatov testiranj bomo pridobili dodatne informacije 
o odnosu med strukturo molekule in delovanjem na njeno tarčno (SAR).  
Preglednica I: Načrtovane strukturne spremembe na osnovnem skeletu. 
Bioizosterna zamenjava fenilnega 
obroča (R1) 















Slika 9: Osnovni skelet 5-(2-(3,4-dihidrokinolin-1(2H)-il)-2-oksooetil)-3-(4-fluorofenil)isoksazolo[5,4-
d]pirimidin-4(5H)-ona. 
3 MATERIALI IN METODE 
3.1 Materiali 
Pri eksperimentalnem delu smo uporabljali različna topila, reagente, sušilna sredstva 
laboratorijski asortima in aparature za potek reakcij, izolacije produktov in opravljanje 
vmesni ter končnih analiz. Proizvajalci zgoraj naštetega pa so bili sledeči: Acros Organics, 
Apollo Chemical, ChemBridge, Honeywell, Fluka, Merck, Sigma-Aldrich, TCI Europe. Pri 
delu so nam bili v oporo tudi razni programi in aplikacije.  
3.1.1 Topila 
Etanol različnih koncentracij, prečiščena voda, tetrahidrofuran (THF), dietileter, brezvodni 
N,N-dimetilformamid (DMF), diklorometan (DKM), brezvodni acetonitril, acetanhidrid, 
trietilortoformat, etilacetat, n-heksan, petroleter, DMSO-d6, CDCl3.  
3.1.2 Kisline, baze, soli  
Ocetna kislina, natrijev acetat, natrijev klorid, natrijev sulfat, natrijev hidrid, kalijev jodid, 
natrijev hidroksid, klorovodikova kislina, amonijev klorid. 
3.1.3 Programska oprema 
Za risanje struktur, kemijskih reakcij, njihovih mehanizmov in poimenovanje spojin po 
sistemu IUPAC in določanje njihovih lastnosti (molska masa), smo uporabljali ChemDraw 
Ultra 12.0 (Proizvajalec: PerkinElmer Informatics, Inc.). Pri reševanju posnetih NMR 





3.2.1 Kromatografske metode 
3.2.1.1 Tankoplastna kromatografija (TLC) 
S to precej preprosto metodo smo spremljali, ali je naša reakcija potekla, ali je v reakcijski 
zmesi še vedno prisotna izhodna spojina in ali so poleg vmesnih oz. končnih produktov 
nastali tudi stranski produkti. Poleg tega smo s pomočjo TLC izbrali mobilno fazo (MF) za 
kolonsko »flash« kromatografijo, na podlagi izmerjenih retencijskih faktorjev (Rf). Za 
izvajanje postopka smo potrebovali stacionarno fazo (SF), na katero smo v obliki raztopine 
ali suspenzije nanašali vzorce. Konkretno smo uporabljali TLC plošče Silica gel F254 
(proizvajalec: Merck), pri katerih je na aluminijastem nosilcu nanešen silikagel s 
fluorescenčnim indikatorjem. Potem pa smo potrebovali še MF, s katero so vzorčki 
vertikalno potovali po SF. Mi smo uporabljali različne mešanice topil (etilacetat, DKM, n-
heksan, petroleter), ki so navedene pri posamezni spojini. Produkte ločb smo detektirali pod 
UV lučko pri λ = 254 nm in λ = 366 nm. Spojine s specifičnimi strukturami pa smo lahko 
dodatno identificirali z orositvenimi reagenti (ninhidrin, 2,4-dinitrohidrazin). 
3.2.1.2 Kolonska »flash« kromatografija 
Glede na Rf spojin, ki smo jih določili s TLC metodo, smo očistil vmesne in končne 
produkte. Za izvedbo smo potrebovali stekleno kolono primerne velikosti (glede na količino 
vzorca), Silikagel 60 z velikostjo delcev 0,040-0,063 (proizvajalec: Merck) kot stacionarno 
fazo, različna topila (navedena pri eksperimentalnem delu) za mobilno fazo in pesek za 
začetek in konec kolone (proizvajalec: Sigma-Aldrich). 
3.2.1.3 Reverznofazna tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) 
Gre za ločevalno, analitsko metodo, kjer se spojine glede na njihove lipofilno-hidrofilne 
lastnosti razporejajo med stacionarno in mobilno fazo. Posledično smo spojine ločili od 
primesi in jim določili parametre, kot so retencijski čas (tR) in čistost. Metodo smo izvajali 
na napravi Thermo Scientific Dionex UltiMate 3000 System (proizvajalec: Thermo Fisher 
Scinetific, Inc.). Za analizo smo uporabili kolono Agilent Extend-C18 (3,6 µm, 4,6 x 150 
mm) pri temperaturi 50 ºC. Na kolono smo injicirali 5 µL vzorca, raztopljenega v acetonitrilu 
(MeCN), s koncentracijo 0,1 mg/mL, potem pa smo za mobilno fazo uporabili dve topili v 
različnih razmerjih. Kot topilo A smo uporabili 0,1 % (V/V) TFA v vodi, kot topilo B pa 
MeCN. Ločbo smo izvajali s sledečo gradientno elucijo:  
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0-12 min: 10-90 % B v A 
12-14 min: 90 % B v A 
15 min: 90-10 % B v A 
Pretok mobilne faze je zanašal 1 mL/min, spojine pa smo detektirali pri valovni dolžini 254 
nm.  
3.2.2 Spektroskopske metode 
3.2.2.1 Jedrska magnetna resonanca (NMR) 
S to metodo smo identificirali sintetizirane intermediate in tudi končne produkte. Ob tem pa 
smo lahko tudi ocenili čistost nastalih spojin. Vsem nastalim derivatom smo posneli 1H 
NMR spekter, medtem ko smo samo končnim produktom posneli tudi 13C NMR spekter. 
Metodo smo izvajali na spektrometru Bruker Avance III 400 MHz. Posamezno spojino smo 
raztopili v devteriranem topilu DMSO-d6 ali CDCl3, z dodanim TMS-tetrametilsilanom 
(interni standard). Spektre smo obdelali v programu MestRe-C 4.8.6.0. Rezultate, torej 
kemijske premike (δ), smo podali v ppm-ih, glede na premik topila oz. internega standarda. 
Oblike vrhov smo označili s pomočjo sledečih oznak: singlet (s), razširjen singlet (rs) dublet 
(d), dublet dubleta (dd), dublet dubleta dubleta (ddd), triplet (t), dublet tripleta (dt) in 
multiplet (m). Kjer je bilo to mogoče, smo podali tudi vrednosti sklopitvenih konstant (J), v 
enoti Hz (hertz).  
3.2.2.2 Masna spektrometrija (MS) 
Tudi to metodo smo uporabljali v identifikacijske namene. Vmesnim spojinam smo masni 
spekter posneli z metodo ESI in pri tem uporabili spektrometer Advion Expression CMSL. 
Končnim spojinam smo dodatno posneli spekter še z načinom ESI HRMS. Pri tem pa smo 
uporabili spektrometer Exactive™ Plus Orbitrap Mass Spectrometer (proizvajalec: Thermo 
Fisher Scientific, Inc. 
3.2.3 Določanje talilnega intervala 
Tako vmesnim kot tudi končnim spojinam, v trdnem agregatnem stanju pri sobni 
temperaturi, smo določili talilni interval. To smo izvedli na Kofflerjevem mikroskopu, ki je 
opremljen z ogrevalno mizico (proizvajalec: Leica) in termometrom 52 II Thermometer 
(proizvajalec: Fluke).  
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3.2.4 Biokemijsko testiranje 
Končnim sintetiziranim spojinam je bilo na koncu potrebno še določiti njihovo zaviralno 
delovanje na encim. To smo storili z biokemijskem testiranjem (preglednica II) na 
rekombinantnem humanem encimu IDO1 (rhIDO1). Encim katalizira razgradnjo L-Trp do 
N-formilkinurenina (NFK), ki ob dodatku piperidina (PIP), zreagira do našega fluorofora 
NFK-PIP (slika 10). Detekcija temelji na merjenju fluorescence in gre za dokaj enostavno 
in približno 30-krat bolj občutljivo metodo glede na pretekle metode, uporabljene za ta 
namen. Razvoj in lastnosti testa so opisani v literaturi (41). 
Jakost signala je sorazmerna z aktivnostjo encima in torej obratno sorazmerna z zaviralnim 
delovanjem spojine. 
 
Slika 10: Mehanizem reakcije za spektrofotometričen test aktivnosti IDO1 na osnovi merjenja fluorescence. 
Prirejeno po (41). 
V vdolbinice na mikrotiterski ploščici smo odpipetirali raztopine sintetiziranih spojin. Za 
slepi test smo namesto naše spojine (reagent št. 4-a) dodali samo čisti DMSO. Za pozitivno 
kontrolo pa smo namesto reagenta št. 4-b uporabili uveljavljen zaviralec 4-PI. Mikrotitersko 
ploščo smo nato pokrili in inkubirali 30 min pri 36 ºC. Na koncu smo dodali še piperidin in 
ponovno inkubirali, tokrat 20 min pri 65 ºC. Na tej zadnji stopnji je nastal naš fluorofor. Po 
inkubaciji, ko je bila plošča že 120 min na sobni temperaturi, smo izmerili intenziteto 
fluorescence. Valovna dolžina ekscitacije je znašala 500 nm, emisije pa 400 nm. 
Preglednica II: Reagenti uporabljeni pri biokemijskemu testiranju. 
Reagent, koncentracija Volumen Vloga pri biokemijskem testu  
Natrijev askorbat, 10 mM 
(nevtralizitran z NaOH) 
10 µL Reducira metilensko modrilo in 




Metilensko modrilo, 10 µM 10 µL Kot elektronski prenašalec, ohranja 
železo v fero (Fe2+) obliki 
Goveja katalaza, 100 µg/mL 10 µL Razgradnja H2O2 
Raztopina spojine   
a. 2 % DMSO brez spojine 2 µL Negativna kontrola in snemanje 
ozadja 
b. 4-PI v DMSO, 100 µL 2 µL Pozitivna kontrola 
c. Končna spojina v DMSO, 
100 µL 
2 µL Raztopina testne spojine, za katero 
nas zanima zaviralno delovanje na 
IDO1  
rhIDO1 10 nM 50 µL Raztopina z encimom  
L-Trp 80 µM 18 µL Raztopina substrata, ki ga encim 
razgrajuje 
Piperidin, 400 nM 100 µL Z NFK tvori fluorofor 
 
Po izvedenih meritvah fluorescence smo našim spojinam določili rezidualne aktivnosti (RA) 
encima. RA (enačba 1) smo določili kot razmerje med intenziteto fluorescence raztopine 
testirane spojine in intenziteto fluorescence raztopine, ki je vsebovala samo DMSO, brez 
dodanih spojin. Enako smo storili tudi za pozitivno kontrolo.  
Enačba 1: Izračun rezidualne aktivnosti encima. 
𝑅𝐴 =
𝑖𝑛𝑡𝑒𝑛𝑧𝑖𝑡𝑒𝑡𝑎 𝑓𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑐𝑒𝑛𝑐𝑒 𝑡𝑒𝑠𝑡𝑖𝑟𝑎𝑛𝑒 𝑠𝑝𝑜𝑗𝑖𝑛𝑒 (𝑘𝑜𝑛č𝑛𝑒 𝑠𝑝𝑜𝑗𝑖𝑛𝑒 𝑎𝑙𝑖 4˗𝑃𝐼)
𝑖𝑛𝑡𝑒𝑛𝑧𝑖𝑡𝑒𝑧𝑎 𝑓𝑙𝑢𝑜𝑟𝑒𝑠𝑐𝑒𝑛𝑐𝑒 𝐷𝑀𝑆𝑂 𝑏𝑟𝑒𝑧 𝑠𝑝𝑜𝑗𝑖𝑛
 
 
Spojinam, ki so imele RA ≤ 50 %, smo določili vrednosti RA pri različnih koncentracijah 
zaviralca in izračunali še vrednosti IC50. To smo storili s pomočjo programa GraphPad 




4 EKSPERIMENTALNO DELO 
4.1 Splošni postopek sinteze oksima iz aromatskega aldehida 
 







V bučki smo raztopili 1,1 ekvivalenta NH2OH ‧ HCl, v mešanici topil THF:EtOH:H2O = 
2:5:1 (volumsko razmerje). Dodali smo 1,0 ekv. ustreznega aldehida in reakcijsko zmes 
mešali 25 minut pri sobni temperaturi (ST). Po končani reakciji smo EtOH in THF uparili 
na rotavaporju. Odstraniti je bilo potrebno še vodo, zato smo zmes ekstrahirali z Et2O (3 x 
30 mL), združene organske faze pa sprali še z nasičeno raztopino NaCl. Preostanek smo nato 
osušili z Na2SO4, ki smo ga odstranili s filtriranjem. Organsko topilo smo uparili pod 
znižanim tlakom. Dobljen produkt smo čez noč pustili na ST, da se je dodobra posušil ter ga 
nato direktno uporabili v naslednji stopnji. 
4.1.1 Sinteza tiofen-3-karbaldehid oksima (1) 
Reakcijo smo izvedli po zgoraj opisanem splošnem postopku sinteze oksima. Za reakcijo 
smo uporabili tiofen-3-aldehid (5,43 g; 48,4 mmol; 1,0 ekv.), NH2OH ‧ HCl (3,70 g; 53,2 
mmol; 1,1 ekv.) ter mešanico THF (60 mL), EtOH (150 mL) in H2O (30 mL).  
Izgled Belorjava trdna snov 
 
1 
Molekulska masa 127,16 g/mol 
Izkoristek 82 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 2/1; V/V) = 0,56 
Tališče 100-102 ºC 
MS (ESI) m/z za C5H6NOS [M+H]
+ izračunan: 128,0; izmerjen: 127,9 
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1H NMR (400 MHz, 
CDCl3) 
δ (ppm) = 7,33 (dd, J1 = 5,1 Hz; J2 = 3,0 Hz, 1H); 7,46 (s, 1H); 
7,50 (dd, J1 = 5,1 Hz; J2 = 1,2 Hz, 1H); 8,14 (ddd, J1 = 3,0 Hz, J2 
= 1,2 Hz, J3 = 0,4 Hz, 1H); 1H od OH se je izmenjal 
 
4.1.2 Sinteza benzo[b]tiofen-3-karbaldehid oksima (2) 
Reakcijo smo izvedli po zgoraj opisanem splošnem postopku sinteze oksima. Za reakcijo 
smo uporabili benzo[b]tiofen-3-karbaldehid (5,13g; 30,8 mmol; 1,0 ekv.), NH2OH ‧ HCl 
(2,36 g; 33,9 mmol; 1,1 ekv.) ter mešanico THF (40 mL), EtOH (100 mL) in H2O (20 mL). 
Izgled Belo rumena trdna snov 
 
2 
Molekulska masa 177,22 g/mol 
Izkoristek 88 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 2/1; V/V) = 0,54 
Tališče 79-82 ºC 
MS (ESI) m/z za C9H8NOS [M+H]
+ izračunan: 178,0; izmerjen: 177,8 
m/z za C9H6NOS [M-H]
- izračunan: 176,0; izmerjen: 175,7 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3) 
δ (ppm) = 7,42-7,44 (m, 1H); 7,45-7,48 (m, 1H); 7,66 (s, 1H); 
7,86-7,93 (m, 2H); 8,45 (s, 1H) 
 
4.1.3 Sinteza 5-feniltiofen-2-karbaldehid oksima (3) 
Reakcijo smo izvedli po zgoraj opisanem splošnem postopku sinteze oksima. Za reakcijo 
smo uporabili 5-feniltiofen-2-karbaldehid (2,51 g; 13,3 mmol; 1,0 ekv.), NH2OH ‧ HCl (1,01 
g; 14,6 mmol; 1,1 ekv.) ter mešanico THF (30 mL), EtOH (75 mL) in H2O (15 mL). 
Izgled Živo rumena trdna snov 
 
3 
Molekulska masa 203,26 g/mol 
Izkoristek 85 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 2/1; V/V) = 0,76 
22 
 
Tališče 110-114 ºC 
MS (ESI) m/z za C11H8NOS [M-H]
- izračunan: 202,0; izmerjen: 201,8 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3) 
δ (ppm) = 7,30-7,41 (m, 5H); 7,65-7,69 (m, 2H); 7,71 (s, 1H) 
 
4.1.4 Sinteza 4-bromotiofen-2-karbaldehid oksima (4) 
Reakcijo smo izvedli po zgoraj opisanem splošnem postopku sinteze oksima. Za reakcijo 
smo uporabili 4-bromotiofen-2-karbaldehid (5,09 g; 26,7 mmol; 1,0 ekv.), NH2OH ‧ HCl 
(2,04 g; 29,3 mmol; 1,1 ekv.) ter mešanico THF (60 mL), EtOH (150 mL) in H2O (30 mL). 
Izgled Bela kristalna snov 
 
4 
Molekulska masa 206,06 g/mol 
Izkoristek 48 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/1; V/V) = 0,42 
Tališče 125-129 ºC 
MS (ESI) m/z za C5H3BrNOS [M-H]
- izračunan: 204,9; izmerjen: 203,9 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3) 
δ (ppm) = 7,31 (d, J = 1,4 Hz, 1H); 7,45 (dd, J1 = 1,5 Hz, J2 = 0,9 
Hz, J3 = 0,9 Hz, 1H); 7,64 (d, J = 0,8 Hz, 1H); 8,44 (s, 1H) 
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Reakcija je potekala v brezvodnih pogojih, zato smo bučke prepihali z argonom in 
uporabljali brezvodno topilo. En ekvivalent vhodne spojine (1-4) smo raztopili v ustreznem 
volumnu brezvodnega DMF in postopoma dodali 1,0 ekv. N-klorosukcinimida (NCS). 
Reakcijsko zmes smo čez noč pustili mešati pri sobni temperaturi na magnetnem mešalu. Po 
24 urah smo izvedli izolacijo s pomočjo ekstrakcije v liju ločniku. Najprej smo izkoristili 
odlično topnost DMF v vodi ter izvedli ekstrakcijo z DKM (30 mL) in vodo (3 x 30 mL). 
Združenim organskim fazam, smo nato odstranili preostalo vodo s pomočjo spiranja z 
nasičeno raztopino NaCl (30 mL) in sušenja z brezvodnim Na2SO4, ki smo ga nato 
odfiltrirali. Na koncu smo z rotavapiranjem odstranili še DKM in tako dobili naš produkt, ki 
smo ga takoj uporabili za naslednjo stopnjo. Strukture produktov in eksperimentalni podatki 




Preglednica III: Strukture in eksperimentalni podatki za sintetizirane imidoil kloride 5-8. 















1 (5,04 g; 39,6 mmol) 
NCS (5,29 g; 39,6 mmol) 











2 (5,58 g; 38,4 mmol) 
NCS (5,13 g; 38,4 mmol) 












3 (2,70 g; 13,3 mmol) 
NCS (1,78 g; 13,3 mmol) 













4 (2,61 g; 12,6 mmol) 
NCS (1,68 g; 12,6 mmol) 
















4.3 Splošni postopek sinteze izoksazol-4-karboksamida 
(postopek I) 
 






Najprej smo iz prebitka natrija (3,0 ekv.) in absolutnega EtOH (100 mL) pripravili sveži 
natrijev etanolat (NaOEt) in smo ga po kapljicah dodajali v drugo bučko, ki je vsebovala 
suspenzijo 2-cianoacetamida (1,0 ekv.) in absolutnega EtOH (35 mL). Suspenzijo smo 
mešali na magnetnem mešalu pri 50 ºC, dokler nismo porabili celotne količine 
pripravljenega NaOEt. Nato smo zmes ohladili na ledeni kopeli do 0 ºC in vanjo dodali 
raztopino imidoil klorida (1,0 ekv.) v ustrezni količini EtOH. Reakcijsko zmes smo še 1 h 
mešali na ledeni kopeli, nato pa preko noči na oljni kopeli pri temperaturi refluksa (Tref ≈ 70 
ºC).  
Naslednji dan smo topilo odstranili z rotavaporjem, ostanek pa raztopili v vodi in ekstrahirali 
z EtOAc. Združene organske faze smo še osušili z nasičeno raztopino NaCl in brezvodnim 
Na2SO4, ki smo ga po uporabi odfiltrirali, EtOAc pa uparili pod znižanim tlakom. Dobljeni 
produkt smo s suhim nanosom ali v obliki raztopine (odvisno od topnosti produkta v MF), 
nanesli na kolono in ga eluirali z ustrezno mobilno fazo. Ustrezno očiščene frakcije smo 




4.3.1 Sinteza 5-amino-3-(tiofen-3-il)izoksazol-4-karboksamida (9) 
Reakcijo smo izvedli po zgoraj opisanem splošnem postopku sinteze izoksazol-4-
karboksamida (postopek I). Uporabili smo spojino 5 (5,98 g; 37,0 mmol; 1,0 ekv.), 2-
cianoacetamid (3,11 g; 37,0 mmol; 1,0 ekv.) in sveže pripravljeni NaOEt. Reakcijska zmes 
je spremenila barvo iz rumene, preko oranžne do rjavo zelene suspenzije. Produkt smo brez 
čiščenja uporabili direktno v naslednji stopnji. 
Izgled Rjava trdna snov 
 
9 
Molekulska masa 209,23 g/mol 
Izkoristek 38 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 2/1; V/V) = 0,22 
Tališče 165-169 ºC 
MS (ESI) m/z za C8H7NaN3O2S [M+Na]
+ izračunan: 232,0; izmerjen:  
231,9 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 7,34 (dd, J1 = 5,0 Hz, J2 = 1,3 Hz, 1H); 7,74 (dd, J1 
= 5,0 Hz, J2 = 2,9 Hz, 1H); 7,97 (dd, J1 = 2,9 Hz, J2 = 1,3 Hz, 
1H); 4H od -NH2 in -CONH2  se izmenjajo 
 
4.3.2 Sinteza 5-amino-3-(benzo[b]tiofen-3-il)izoksazol-4-karboksamida 
(10) 
Reakcijo smo izvedli po zgoraj opisanem splošnem postopku sinteze izoksazol-4-
karboksamida (postopek I). Uporabili smo spojino 6 (7,21 g; 34,0 mmol; 1,0 ekv.), 2-
cianoacetamid (2,86 g; 34,0 mmol; 1,0 ekv.) in sveže pripravljen NaOEt. Produkt smo 
očistili s kolonsko kromatografijo (MF: DKM/EtOAc = 7/10; V/V), vendar smo izolirali 
zelo malo produkta, ki je sicer dajal masni pik, a ni bil dovolj čist, zato s tem derivatom 
nismo več nadaljevali sinteze. 
4.3.3 Sinteza 5-amino-3-(5-feniltiofen-2-il)izoksazol-4-karboksamid (11) 
Reakcijo smo izvedli po zgoraj opisanem splošnem postopku sinteze izoksazol-4-
karboksamida (postopek I). Uporabili smo spojino 7 (4,48 g; 18,9 mmol; 1,0 ekv.), 2-
cianoacetamid (1,60 g; 18,9 mmol; 1,0 ekv.) in sveže pripravljen NaOEt. Produkt smo 
najprej čistili s kolonsko kromatografijo, nato še s prekristalizacijo. Najbolj čisto frakcijo 
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smo raztopili v EtOH, bučko opremili s vodnim povratnim hladilnikom in raztopino 
segrevali do vrelišča, nato pa ohladili na ledeni kopeli in oborjeni produkt odnučali. S 
prekristalizacijo pridobljeni produkt smo uporabili za NMR, manj čiste frakcije pa za 
nadaljnjo sintezo.  
Izgled Rumena trdna snov 
 
11 
Molekulska masa 285,32 g/mol 
Izkoristek 29 % 
TLC Rf (DKM/EtOAc = 7/10; V/V) = 0,25  
Tališče 166-170 ºC 
MS (ESI) m/z za C14H11NaN3O2S [M+Na]
+ izračunan: 308,0; izmerjen: 
307,8 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 6,87 (rs, 2H); 7,35-7,39 (m, 1H); 7,42-7,48 (m, 2H); 
7,60 (d, J = 3,9 Hz, 1H); 7,61 (s, 2H); 7,64 (d, J = 3,8 Hz, 1H); 
7,68-7,75 (m, 2H) 
 








Pri zadnji od spojin, ki smo jih dobili po 2. koraku sinteze (8), smo se odločili, da nekoliko 
spremenimo sintezni postopek. Na podlagi obetajočih rezultatov, ki so jih pri podobnih 
reakcijah dobili kolegi, smo namesto NaOEt uporabili močnejšo bazo NaH. Absolutni EtOH 
pa smo zamenjali z brezvodnim DMF. Tudi pri temu postopku smo celoten postopek izvajali 
pod argonovo atmosfero. 
Torej najprej smo pripravili raztopino 2-cianoacetamida (1,0 ekv.) v ustrezni količini 
brezvodnega DMF in dodali NaH (1,2 ekv.). Nato smo raztopino izhodne spojine 8 (1,0 ekv.) 
v brezvodnem DMF po kapljicah dodajali v prvo bučko. Vse skupaj smo mešali pri sobni T 
še 2 uri, nato pa preko noči pri Tref = 70 ºC.  
4.4.1 Sinteza 5-amino-3-(4-bromotiofen-2-il)izoksazol-4-karboksamida 
(12) 
Reakcijo smo izvedli po zgoraj opisanem splošnem postopku sinteze izoksazol-4-
karboksamida (postopek II). Za reakcijo smo uporabili 2-cianoacetamid (1,22 g; 14,5 mmol; 
1,0 ekv.), DMF anhid. (10 mL), NaH (0,42 g; 17,4 mmol; 1,2 ekv.) in spojino 8 (3,49 g; 14,5 
mmol; 1,0 ekv.). Dobljeni produkt je bil zelo nizke čistosti. Sicer smo ga skušali očistiti s 
kolonsko kromatografijo (MF: DKM/EtOAc = 7/10; V/V), vendar so bile izgube tako velike, 
da je bilo produkta premalo za nadaljevanje sinteze in tudi sam produkt ni bil zadosti čist. 





Produkta 3. stopnje (9, 11) (1,0 ekv.) in trietilortoformat (1,0 ekv.) smo raztopili v ustrezni 
količini acetanhidrida. Bučko smo opremili z vodnim povratnim hladilnikom in zmes na 
magnetnem mešalu in oljni kopeli mešali čez noč pri Tref. Reakcijsko zmes smo ohladili na 
ledu, oborino odfiltrirali z odsesavanjem in sprali s prečiščeno vodo. Produkt smo pustili na 
zraku, da se je posušil. Matičnico smo za nekaj dni postavili v hladilnik, kjer se je izoborilo 
še nekaj produkta, ali pa smo vsebini z 1M NaOH uravnali pH na približno 6. In če se tudi 
pri teh pogojih ni nič zgodilo, smo izvedli ekstrakcijo z EtOAc (2 x 70 mL) in vodo (70 mL) 
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ter združene organske faze še osušili z nasičeno raztopino NaCl in brezvodnim Na2SO4. 
Sušilno sredstvo smo odfiltrirali, EtOAc pa odstranili z odparevanjem pod znižanim tlakom. 
Produkt smo uporabili v sledeči sintezni stopnji N-alkiliranja. 
4.5.1 Sinteza 3-(tiofen-3-il)izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona (13) 
Reakcijo smo izvedli po zgoraj opisanem splošnem postopku, sinteze 3-(tiofen-3-
il)izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona. Uporabili smo spojino 9 (2,92 g; 13,9 mmol; 1,0 
ekv.); trietilortoformat (ρ = 0,891 g/mL; 2,32 mL; 13,9 mmol; 1,0 ekv.) in Ac2O (15 mL).  
Izgled Svetlo rjava trdna snov 
 
13 
Molekulska masa 219,22 g/mol 
Izkoristek 59 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 2/1; V/V) = 0,33 
Tališče 177-181 ºC 
MS (ESI) m/z za C9H5NaN3O2S [M+Na]
+ izračunan: 242,0; izmerjen: 
241,7 
m/z za C9H4N3O2S [M-H]
- izračunan: 218,0; izmerjen: 217,7 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 7,75-7,79 (m, 2H); 8,46 (s, 1H); 8,97 (dd, J1 = 2,8 
Hz, J2 = 1,4 Hz, 1H); 13,18 (s, 1H) 
 
4.5.2 Sinteza 3-(5-feniltiofen-2-il)izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona 
(14) 
Reakcijo smo izvedli po zgoraj opisanem splošnem postopku, sinteze 3-(tiofen-3-
il)izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona. Uporabili smo spojino 11 (1,56 g; 1,7 mmol; 1,0 
ekv.), trietilortoformat (ρ = 0,891 g/mL; 274 µL; 1,7 mmol; 1,0 ekv.) in Ac2O (15 mL). 
Izgled Svetlo rjava trdna snov 
 
14 
Molekulska masa 295,32 g/mol 
Izkoristek 74 % 
TLC Rf (DKM/EtOAc = 7/10; V/V) = 0,40 
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Tališče 174-178 ºC 
MS (ESI) m/z za C15H8N3O2S [M-H]
- izračunan: 294; izmerjen: 293,6 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 7,38-7,43 (m, 1H); 7,46-7,51 (m, 2H); 7,72 (d, J = 
3,9 Hz, 1H); 7,76-7,80 (m, 2H); 8,48 (s, 1H); 8,62 (d, J = 3,9 
Hz, 1H); 13,24 (s, 1H) 
 
4.6 Sinteza 2-kloro-N-(4-nitrofenil)acetamida (spojina S1) 
 
V bučko smo natehtali 4-nitroanilin (1,38 g; 10,0 mmol; 1,0 ekv.), dodali CH3COOH (10 
mL), magnet in mešali na vodni kopeli. Med mešanjem smo postopoma dodajali kloroacetil 
klorid (ρ = 1,42 g/mL; 875 µL; 11,0 mmol; 1,1 ekv.). Reakcijsko zmes smo na vodni kopeli 
mešali še 30 minut, nato pa pri sobni T dodali raztopino CH3COONa (3,04 g; 37 mmol; 3,7 
ekv.) v H2O (20 mL). Z mešanjem smo nadaljevali še 3 ure. Oborjeni produkt, zeleno rumene 
barve, smo iz RZ izolirali s filtriranjem preko Büchnerjevega lija in spiranjem s prečiščeno 
vodo. Osušeni produkt smo uporabili kot reagent pri N-alkiliranju. 




Molekulska masa 214,6 g/mol 
Izkoristek 74 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 2/1; V/V) = 0,58 
Tališče 146-150 ºC 
MS (ESI) m/z za C8H6ClN2O3 [M-H]
- izračunan: 213,0; izmerjen: 212,8 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 4,34 (s, 2H); 7,81-7,86 (m, 2H); 8,22-8,26 (m, 2H); 




4.7 Sinteza 2-kloro-1-(3,4-dihidrokinolin-1(2H)-il)etanon 
(spojina S2) 
 
V bučko smo natehtali tetrahidrokinolin (1,26 mL; 10,0 mmol; 1,0 ekv.), dodali CH3COOH 
(10 mL). RZ smo ohladili na vodni kopeli in med mešanjem, postopoma dodajali kloroacetil 
klorid (ρ = 1,42 g/mL; 875 µL; 11,0 mmol; 1,1 ekv.). RZ smo na vodni kopeli mešali še 30 
minut, nato pa pri sobni T, dodali CH3COONa (3,04 g; 37,0 mmol; 3,7 ekv.), raztopljen v 
H2O (20 mL). Z mešanjem smo nadaljevali še 3 ure. Po potekli reakciji smo iz RZ izvedli 
ekstrakcijo z EtOAc (2 x 30 mL) in H2O (30 mL). Da smo odstranili vodo, smo združene 
organske faze najprej ekstrahirali še z nasičeno raztopino NaCl (30 mL), nato pa jim dodali 
ustrezno količino sušilnega sredstva -Na2SO4, ki smo ga po uporabi odstranili s filtriranjem. 
EtOAc smo odstranili z odparevanjem pri znižanem tlaku. Dobljeni produkt smo uporabili 
kot reagent pri N-alkiliranju. 
Izgled Rumena tekočina 
 
S2 
Molekulska masa 209,67 g/mol 
Izkoristek 52 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 1/2; V/V) = 0,46 
Tališče / 
MS (ESI) m/z za [C11H13ClNO]
+ oz. [M+H]+  izračunan: 210,1; izmerjen: 
210,1 
1H NMR (400 MHz, 
CDCl3)  
δ (ppm) = 2,89 (t, J = 6,0 Hz, 2H - izomer B); 2,97 (t, J = 5,9 
Hz, 2H - izomer A); 3,75 (t, J = 5,9 Hz, 2H - izomer A); 3,84 
(t, J = 6,0 Hz, 2H - izomer B); 4,16 (s, 2H - izomer A); 4,17 (s, 
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2H - izomer B); 4,69 (s, 2H - izomer B); 4,74 (s, 2H - izomer 
A); 7,10-7,23 (m, 4H - zmes obeh izomerov) 1 
 
4.8  Splošni postopek N-alkiliranja 
Reakcijo smo izvajali na ledeni kopeli (0 ºC) in v atmosferi argona (brezvodni pogoji). 
Izhodno spojino (3-(tiofen-2-il)izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-on, 13 ali 14) (1,0 ekv.) 
smo natehtali v bučko, jo raztopili v brezvodnem CH3CN (20 mL) ter dodali NaH (1,2 ekv.) 
in katalizator faznega prenosa BTEAC (5 mol%). Kasneje smo ugotovili, da reakcija bolje 
poteče, če namesto čistega CH3CN uporabimo mešanico DMF/CH3CN = 1/1, ker s tem 
povečamo topnost izhodne spojine. Po dodatku smo reakcijo 15 minut nadaljevali pri sobni 
T, nato pa dodali še KI (1,1 ekv.) ter spojini S1 ali S2 (1,2 ekv.) raztopljene v brezvodnem 
DMF (2 mL). RZ smo pustili mešati preko noči pri sobni T. Po potekli reakciji smo CH3CN 
odstranili z rotavapiranjem, preostanek pa ekstrahirali z EtOAc (3 x 30 mL) in H2O (30 mL). 
Pred ekstrakcijo smo RZ uravnali pH na približno 7, da našega produkta nismo izgubljali v 
vodno fazo. Združene organske faze smo ekstrahirali še z nasičeno raztopino NaCl (30 mL) 
in osušili z brezvodnim Na2SO4. Na koncu smo z odparevanjem pri znižanem tlaku odstranili 
še pri ekstrakciji uporabljeno organsko topilo.  
Tako pridobljene končne produkte smo po potrebi čistili še s kolonsko kromatografijo. V 
primeru spojine 18 pa smo poskušali izvesti še redukcijo nitro skupine in na tak način dobiti 
še eno končno spojino.  
4.8.1 Sinteza-(4-nitrofenil)-2-(4-okso-3-(tiofen-2-il)izoksazolo[5,4-
d]pirimidin-5(4H)-il)acetamida (15) 
Reakcijo smo izvedli po zgoraj opisanem splošnem postopku N-alkiliranja. Uporabili smo 
spojino 3-(tiofen-2-il)izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-on (0,22 g; 1,0 mmol; 1,0 ekv.), 
brezvodni MeCN (20 mL), NaH (0,05 g; 1,2 mmol; 1,2 ekv.), BTEAC (5 mol%). Potem pa 
smo dodali še KI (0,18 g; 1,1 mmol; 1,1 ekv.) in spojino S1 (0,26 g; 1,2 mmol; 1,2 ekv.) 
raztopljeno v brezvodnem DMF (2 mL). Dobljeno spojino smo po ekstrakciji čistili še z 
gradientno kolonsko kromatografijo, kjer smo kot MF1 uporabili EtOAc/n-heksan = 2/1; kot 
MF2 pa EtOAc/n-heksan = 3/1.  
                                                 
1 Glede na izmerjeni NMR spekter, je spojina zmes dveh izomerov, v razmerju A : B = 2 : 1,3 
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Izgled Rumena trdna snov 
 
15 
Molekulska masa 397,36 g/mol 
Izkoristek 15 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 2/1; V/V) = 0,09 
Tališče 238 -240 ºC 
HRMS (ESI) m/z za C17H10N5O5S [M-H]
- izračunan: 396,0408; izmerjen: 
396,0405 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 5,03 (s, 2H); 7,26 (dd, J1 = 3,8 Hz, J2 = 5,0 Hz, 
1H); 7,81-7,85 (m, 2H); 7.86 (dd, J1 = 1,2 Hz, J2 = 5,0 Hz, 
1H); 8,23-8,28 (m, 2H); 8,51 (dd, J1 = 1,2 Hz, J2 = 3,8 Hz, 
1H); 8,80 (s, 1H); 11,15 (s, 1H) 
13C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 49,34; 98,92; 118,99; 125,17; 127,75; 128,25; 
130,74; 133,40; 142,61; 144,47; 154,35; 155,60; 156,35 
165,81; 175,30 




Reakcijo smo izvedli po zgoraj opisanem splošnem postopku N-alkiliranja. Uporabili smo 
3-(tiofen-2-il)izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-on (0,22 g; 1,0 mmol; 1,0 ekv.), brezvodni 
MeCN (20 mL), NaH (0,05 g; 1,2 mmol; 1,2 ekv.), BTEAC (5 mol%). Potem pa smo dodali 
še KI (0,18 g; 1,1 mmol; 1,1 ekv.) in spojino S2 (0,25 g; 1,2 mmol; 1,2 ekv) raztopljeno v 
brezvodnem DMF (2 mL). Po ekstrakciji smo končni produkt čistili še s kolonsko 
kromatografijo. Za MF smo uporabili mešanico topil EtOAc/n-heksan = 2/1. 
Izgled Rožnato bela trdna snov 
Molekulska masa 392,43 g/mol 
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Izkoristek 38 % 
 
16 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 2/1; V/V) = 0,38 
Tališče 202-205 °C 
HRMS (ESI) m/z za C20H17O3N4S [M+H]
+ izračunan: 393,1016; izmerjen: 
393,1022 
m/z za C20H15N4O3S [M-H]
- izračunan: 391,0870; izmerjen: 
391,0872 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 1,89-2,02 (m, 2H); 2,78 (t, J = 6,6 Hz, 2H); 3,74 – 
3,83 (m, 2H); 5,13 (s, 2H); 7,07-7,30 (m, 3H); 7,28 (dd, J1 = 
5,1 Hz, J2 = 3,7 Hz, 1H); 7,45-7,67 (m, 1H); 7,87 (dd, J1 = 5,0 
Hz J2 = 1,2 Hz, 1H); 8,50 (d, J =3,7 Hz, 1H); 8,71 (s, 1H)  
13C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 23,32; 26,21; 43,83; 48,45; 98,88; 124,17; 125,71; 
127,81; 128,31; 128,88; 128,97; 130,76; 133,42; 137,59; 
144,08; 154,36; 155,63; 156,28; 165,58; 175,30 




Reakcijo smo izvedli po zgoraj opisanem splošnem postopku, N-alkiliranja. Uporabili smo 
spojino 13 (0,22 g; 1,0 mmol; 1,0 ekv.), brezvodni MeCN (20 mL), NaH (0,05 g; 1,2 mmol; 
1,2 ekv.), BTEAC (5 mol%). Potem pa smo dodali še KI (0,18 g; 1,1 mmol; 1,1 ekv.) in 
spojino S2 (0,23 g; 1,2 mmol; 1,2) raztopljeno v brezvodnem DMF (2 mL). Po ekstrakciji 
smo končni produkt, čistili še z gradientno kolonsko kromatografijo. Za MF1 smo uporabili 
mešanico topil EtOAc/n-heksan = 2/1; za MF2 pa DKM/EtOAc = 7/10. 




Molekulska masa 392,43 g/mol 
 
17 
Izkoristek 14 % 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 2/1; V/V) = 0,43 
Tališče 182-186 ºC 
HRMS (ESI) m/z za C20H17O3N4S [M+H]
+ izračunan: 393,1027; izmerjen 
393,1013 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 1,91-1,99 (m, 2H); 2,78 (t, J = 6,6 Hz, 2H); 3,74-3,82 
(m, 2H); 5,13 (s, 2H); 7,16-7,28 (m, 3H); 7,56 (s, 1H); 7,75 - 7,78 
(m, 2H); 8,70 (s, 1H); 8,89 (s, 1H) 
13C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 23,29; 26,18; 43,33; 48,40; 99,20; 124,13; 125,83; 
126,14; 127,61; 128,08; 128,84; 130,59; 137,57; 138,90; 144,36; 
154,75; 155,45; 156,51; 165,56; 175,19 
HPLC tR  = 9,773 min; 95,13 % čistost 
4.8.4 Sinteza N-(4-nitrofenil)-2-(4-okso-3-(tiofen-3-il)izoksazolo[5,4-
d]pirimidin-5(4H)-il)acetamida (18) 
Reakcijo smo izvedli po zgoraj opisanem splošnem postopku N-alkiliranja. Uporabili smo 
spojino 13 (0,66 g; 3,0 mmol; 1,0 ekv.), brezvodni MeCN (60 mL), NaH (0,15 g; 3,6 mmol; 
1,2 ekv.), BTEAC (5 mol%). Potem pa smo dodali še KI (0,55 g; 3,3 mmol; 1,1 ekv.) in 
spojino S1 (0,77 g; 3,6 mmol; 1,2 ekv.). Po ekstrakciji smo končni produkt čistili še s 
kolonsko kromatografijo. Za MF smo uporabili mešanico topil EtOAc/n-heksan = 2/1. Med 
odparevanjem MF pod znižanim tlakom smo ugotovili, da se produkt obarja, zato smo ga 
izolirali s filtracijo z odsesavanjem. Potem pa smo ugotovili, da so nečistote topne v EtOH, 
naš produkt pa ne, zato smo izvedli še prekristalizacijo ter tako dobili zelo čist produkt. 
Izgled Svetlo rumena trdna 
snov 
Molekulska masa 397,36 g/mol 
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Izkoristek 21 % 
 
18 
TLC Rf (EtOAc/n-heksan = 2/1; V/V) = 0,43 
Tališče 229-233 ºC 
HRMS (ESI) m/z za C17H10N5O5S [M-H]
- izračunan: 396,0408; izmerjen: 
396,0410 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 5,03 (s, 2H); 7,75-7,77 (m, 2H); 7,81-7,85 (m, 2H); 
8,24-8,27 (m, 2H); 8,80 (s, 1H); 8,90 (dd, J1 = 2,6 Hz, J2 = 1,5 
Hz, 1H); 11,15 (s, 1H) 
13C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 49,42; 99,30; 119,00; 125,22; 125,83; 127,59; 128,16; 
130,73; 142,62; 144,51; 154,80; 155,50; 156,65; 165,88; 175,25 




Reakcijo smo izvedli po zgoraj opisanem splošnem postopku, N-alkiliranja. Uporabili smo 
spojino 14 (0,15 g; 0,5 mmol; 1,0 ekv.), brezvodni MeCN/DMF (5/5 mL), NaH (0,02 g; 0,6 
mmol; 1,2 ekv.), BTEAC (5 mol%). Potem pa smo dodali še KI (0,09 g; 0,6 mmol; 1,1 ekv.) 
in spojino S2 (0,13 g; 0,6 mmol; 1,2 ekv.) raztopljeno v brezvodnem DMF (2 mL). Pri 
uravnavanju pH~7 se je produkt oboril. Prekristalizirali smo ga v acetonu in dobili zelo čisto 
končno spojino. 
Izgled Bela trdna snov 
 
19 
Molekulska masa 468,53 g/mol 
Izkoristek 43 % 
TLC Rf (DKM/EtOAc = 7/10; V/V) = 0,49 
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Tališče 223-227 ºC 
HRMS (ESI) m/z za C26H21N4O3S [M+H]
+ izračunan: 469,1329; izmerjen: 
469,1336 
1H NMR (400 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 1,88 -2,04 (m, 2H); 2,79 (t, J = 6,6 Hz, 2H); 3,73 -
3,85 (m, 2H); 5,14 (s, 2H); 7,12-7,33 (m, 3H); 7,37-7,42 (m, 
1H); 7,45-7,50 (m, 2H); 7,51-7,61 (m, 1H); 7,69 (d, J = 3,9 Hz, 
1H); 7,75-7,79 (m, 2H); 8,52 (d, J = 3,9 Hz, 1H); 8,72 (s, 1H) 
13C NMR (100 MHz, 
DMSO-d6) 
δ (ppm) = 23,29; 26,18; 43,07; 48,41; 98,96; 124,13; 124,59; 
125,85; 126,76; 128,81; 128,84; 129,32; 132,64; 134,66; 
137,56; 147,24; 154,17; 155,62; 156,24; 165,52; 175,28 




Reakcijo smo izvedli po zgoraj opisanem splošnem postopku N-alkiliranja. Uporabili smo 
spojino 14 (0,07 g; 0,2 mmol; 1,0 ekv.), brezvodni MeCN/DMF (5/5 mL; V/V), NaH (0,02 
g; 0,3 mmol; 1,2 ekv.), BTEAC (konica spatule). Potem pa smo dodali še KI (0,05 g; 0,3 
mmol; 1,1 ekv.) in spojino S1 (0,06 g; 0,3 mmol; 1,2 ekv.) raztopljeno v brezvodnem DMF 
(2 mL). Med odparevanjem MF pod znižanim tlakom smo ugotovili, da se produkt obarja, 
zato smo ga izolirali s filtracijo z odsesavanjem. Potem pa še prekristalizirali iz acetona. 




Molekulska masa 473,46 g/mol 
Izkoristek 5 % 
TLC Rf (DKM/EtOAc = 7/10; V/V) = 0,53 
Tališče 214-218 ºC 
MS (ESI) m/z za C23H14N5O5S [M-H]
- izračunan: 472,1; izmerjen: 472,3 
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HRMS (ESI) m/z za C23H14N5O5S [M+H]
+ izračunan: 474,08667; izmerjen: 
474,08567 
1H NMR (400 
MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 5,04 (s, 2H); 7,37-7,42 (m, 1H); 7,44-7,50 (m, 2H); 7,68 
(d, J = 4,0 Hz, 1H); 7,75-7,79 (m, 2H); 7,82-7,86 (m, 2H); 8,24-8,28 
(m, 2H); 8,53 (d, J = 4.0 Hz, 1H); 8,82 (s, 1H); 11,16 (s, 1H) 
13C NMR (100 
MHz, DMSO-d6) 
δ (ppm) = 49,46; 99,16; 119,14; 124,68; 125,27; 125,96; 126,79; 
128,95; 129,45; 132,71; 134,79; 142,75; 144,55; 147,43; 154,32; 
155,72; 156,47; 165,92; 175,43 
HPLC tR = 10,850 min; 96,47 % čistost 
 
4.9 Redukcija nitro produkta do amino  
4.9.1 Poskus sinteze N-(4-aminofenil)-2-(4-okso-3-(tiofen-3-
il)izoksazolo[5,4-d]pirimidin-5(4H)-il)acetamida (21) 
Redukcijo smo izvedli s pomočjo cinka (Zn), ki ga je bilo potrebno najprej aktivirati, ker je 
oksidiran. To smo storili tako, da smo ga ~1,3 g natehtali v erlenmajerico in dodali nekaj mL 
5 % klorovodikove kisline (HCl(aq)) ter počakali nekaj minut, da so začeli nastajati mehurčki 
vodika. Potem pa smo Zn odnučali preko filtra s frito ter sprali z vodo, EtOH in Et2O. 
Posušen Zn smo spravili v tesno zaprt vsebnik predhodno prepihan z Ar.  
Po aktivaciji cinka pa smo lahko začeli s samo redukcijo. To pa smo izvedli tako, da smo v 
bučko najprej natehtali spojino, ki smo jo želeli reducirati, to je bila spojina 18 (0,15 g; 0,4 
mmol; 1,0 ekv.) in jo raztopili v absolutnem EtOH (7 mL) ter dodali NH4Cl ( 0,10 g; 1,9 
mmol; 5,0 ekv.) in aktivirani Zn (0,12 g; 1,9 mmol; 5,0 ekv.). Reakcijsko zmes smo mešali 
približno 1 uro, da je reakcija potekla. Pri tem je mešanica spreminjala barvo od rjave do 
temno zelene in rumene. Produkt se je oboril. Čistili smo ga s kolonsko kromatografijo in še 
prekristalizirali iz EtOH. Kljub temu pa za izolirani produkt nismo dobili masnega vrha, kar 






5 REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1  Sintezni postopki 
Za sintezo naših končnih spojin smo uporabili petstopenjsko sintezno pot. Izvirali smo iz 5 
različnih komercialno dostopnih aldehidov, ki smo jih nato postopoma dograjevali do 
bicikličnega sistema in mu na koncu z alkiliranjem pripeli še večji substituent. Na ta način 
smo prišli do 6 končnih spojin, ki smo jim z analitskimi metodami določili istovetnost in 
čistost ter jih testirali na naši tarči. 
Srečevali smo se z nizkimi izkoristki. Pri določenih reakcijah smo to rešili že s povečanjem 
količin izhodnih spojin. Tretjo stopnjo (sintezo izoksazola) smo skušali nekoliko optimizirati 
in poenostaviti z uporabo druge baze. Prav tako smo pri N-alikiliranju povečali topnost 
reagentov z dodatkom DMF. Soočali smo se s težavnim ločevanjem nečistot, predvsem pri 
višjih stopnjah sinteze, kjer so bile v reakcijski zmesi prisotne izhodne spojine in stranski 
produkti s podobnimi fizikalno-kemijskimi lastnostmi kot naše spojine.  
5.1.1 Sinteza spojin 1-4 
Našo sintezno pot smo začeli z aldehidom iz katerega smo sintetizirali oksim. Šlo je za 
ravnotežno reakcijo nukleofilne adicije z eliminacijo (slika 11). V našem primeru je 
nukleofil primarna aminska skupina reagenta hidroksilamina, ki napade elektrofilno 
karbonilno skupino aldehida. Najprej poteče adicija dušika na ogljik, nato pa še eliminacija 
vode in s tem nastanek oksima. 
 
Slika 11: Reakcijski mehanizem sinteze oksima. Prirejeno po (42). 
5.1.2 Sinteza spojin 5-8 
V drugem koraku smo sintetizirali imidoil kloride iz prej dobljenih oksimov. V tem primeru 
ni šlo za ravnotežno reakcijo. Mehanizem reakcije je elektrofilna substitucija (slika 12). 
Molekula oksima je polarizirana, pri čemer ima ogljik dovolj velik negativen naboj, da lahko 
napade prisoten elektrofil. V našem primeru je to dobro izstopajoča skupina – klor, na 
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molekuli NCS. Pri reakciji smo uporabili brezvodno, polarno aprotično topilo DMF. Namreč 
voda bi potencialno kot nukleofil tekmovala za elektrofil in dobili bi stranske, neželene 
produkte. Produkte 2. stopnje sinteze smo takoj uporabili v naslednji stopnji, saj so te spojine 
zelo nestabilne (43). 
 
Slika 12: Reakcijski mehanizem sinteze imidoil klorida. Prirejeno po (44). 
5.1.3 Sinteza spojin 9-12 
Za začetek reakcije smo potrebovali močno bazo (uporabili smo NaOEt, v enem primeru pa 
NaH), ki je odcepila šibko kisel proton na α ogljiku 2-cianoacetamida. S tem smo dobili 
nukleofil, ki je napadel C-atom na imidoil kloridu, zatem pa je potekla eliminacija 
izstopajoče skupine klora. Po sledeči ciklizaciji in tavtomeriji (slika 13), smo dobili ustrezen 
izoksazol-4-karboksamid. Vse faze reakcije smo izvajali v brezvodnih pogojih in z 
brezvodnimi topili (45). To je bilo še posebej pomembno pri pripravi NaOEt iz Na in EtOH, 
saj voda z natrijem burno reagira do NaOH in H2, slednji je močno eksploziven. Poleg tega 
pa H2O deluje tudi kot nukleofil in bi konkurirala dobljenemu C-nukleofilu ter s tem ovirala 
željeno smer reakcije. V enem od primerov smo sicer namesto NaOEt (pKa = 15,5) (46) 
uporabili močnejšo bazo NaH (pKa = 35) (47), ki naj bi teoretično izboljšala izkoristek 
reakcije, vendar to v našem primeru ni bilo razvidno. Res pa je, da rezultat težje direktno 
primerjamo s predhodnimi sintezami, ki smo jih izvedli, saj smo uporabili drugačne imidoil 
kloride, z različnimi substituenti, ki bi lahko vplivali na reakcijo. Smo pa predhodno s 




Slika 13: Reakcijski mehanizem sinteze izoksazola. Prirejeno po (45). 
5.1.4 Sinteza spojin 13-14  
V četrti stopnji sinteze smo iz enocikličnega izoksazola dobili biciklični sistem, in sicer 
izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-on. Reakcija (slika 14) predvidoma poteka tako, da 
nukleofilen dušik produkta prejšnje stopnje napade C-atom trietilortoformata. Slednji je 
sestavljen iz treh enakih etoksi skupin, ki veljajo za dobro izstopajoče skupine. Pri tem 
nastane kot stranski produkt etanol. Mehanizem te reakcije uvrščamo pod nukleofilne 
substitucije, natančneje tipa SN2. Izstop etanola na ostanku trietilortoformata se ponovi, 
nakar nastane imidni ester. Potem pa pride do intramolekularne reakcije, pri čemer N-atom 
amida napade C-atom ob dvojni vezi imidnega estra in nastane ciklična molekula, ki po 
odcepitvi še zadnje molekule etanola tvori pirimidin-4(5H)-onski obroč (49). Z izbiro 
nepolarnega topila acetanhidrida (Ac2O) in povišane temperature smo še dodatno spodbujali 
eliminacijo. Težava pa je nastopila, ko smo ugotovili, da se naš produkt raztaplja v 
uporabljenem topilu, ki ga zaradi visoke Tvrel težko popolno odstranimo. Zato smo spojino 
skušali oboriti z dodajanjem 3 M NaOH v reakcijsko zmes do pH ≈ 6, vendar je kljub temu 
nekaj produkta ostalo v Ac2O. 
 
 
Slika 14: Reakcijski mehanizem sinteze izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona. Prirejeno po (49). 
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5.1.5 Sinteza spojin S1 in S2  
Za potrebe N-alkiliranja smo sintetizirali substituente, ki smo jih nato kombinirali, da smo 
dobili različne končne spojine, z nekoliko različnimi lastnostmi.  
Gre za dve podobni reakciji, ki ju uvrščamo med N-aciliranje (slika 15 in slika 16). Po 
mehanizmu nukleofilne substitucije, amin izhodne spojine (4-nitroanilin ali 
tetrahidrokinolin) napade karbonilni, torej sp2 hibridizirani elektrofilni ogljik kloracetil 
klorida. Sledi nastanek nestabilnega tetraedričnega intermediata in izstop kloridnega iona. 
Lahko bi nukleofil napadel tudi sp3 hibridizirani C-atom in posledično bi dobili neželeni 
stranski produkt. Možnost tega pojava smo zmanjšali z naslednjimi ukrepi. Kot topilo smo 
uporabili ledocet (brezvodna CH3COOH), ki je z aminom tvorila sol in tako zmanjšala 
njegovo nukleofilnost, ki pa zaradi ravnotežja z neprotonirano obliko še vedno lahko reagira 
z močnejšim elektrofilom. Poleg tega smo reakcijo izvajali pri znižani temperaturi (T = 0 
ºC), kloracetil klorid pa smo dodajali v prebitnih količinah. S tem smo se izognili nastanku 
dimernih in trimernih produktov. Ker izstopajoči kloridni anion tvori HCl, smo zmesi dodali 
še CH3COONa, ki ga je nevtraliziral. Poleg tega pa sta skupaj s CH3COOH tvorila puferni 
sistem, ki je z ustreznim pH-jem ohranjal potek rekcije, s tem ko je preprečeval tvorbo soli 
med aminom in HCl (50). 
 
Slika 15: Reakcijski mehanizem sinteze spojine S1. Prirejeno po (50). 
 
 
Slika 16: Reakcijski mehanizem sinteze spojine S2. Prirejeno po (50). 
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5.1.6 Sinteza spojin 15-20  
Tudi sintezna pot končnih spojin je potekala po mehanizmu nukleofilne substitucije (slika 
17). V tem primeru gre za napad nukleofila na sp3 hibridizirani C-atom in zato govorimo o 
N-alkiliranju. V prvem koraku je zelo močna baza odcepila amidni proton na molekuli 
izoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona, ki je tako postal močnejši nukleofil. To je omogočilo 
reakcijo z elekrofilnim α-ogljikom molekule S1 ali S2. Reakcijo smo izvajali v brezvodnih 
pogojih in s tem preprečili nukleofilni napad vode. Ker nukleofil in NaH tvorita natrijevo 
sol, ki je slabše topna v polarnem aprotičnem topilu, smo uporabili katalizator faznega 
prehoda BTEAC. Ta je olajšal potek reakcije, torej nastanek C-N vezi (50).  
 
Slika 17: Reakcijski mehanizem sinteze končnih spojin (N-alkiliranje). Prirejeno po (50). 
5.1.7 Sinteza spojine 21  
Pri končni spojini z nitro skupino (-NO2) smo se odločili še za redukcijo (slika 18) omenjene 
skupine do aminske (-NH2), ki pa žal ni potekla do želenega produkta. Redukcijo smo izvedli 
s pomočjo cinka, ki smo ga najprej aktivirali s klorovodikovo kislino. Pri tem slednja deluje 
kot donor protonov H+, kovina pa kot prenašalec e- potrebnih za potek spodnje reakcije (51).  
 
Slika 18: Reakcijski mehanizem redukcije NO2 skupine (51).  
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Žal, glede na rezultate analiz 1H NMR in MS, ta reakcija na našem derivatu ni najbolje 
potekla, tako da smo dobili zelo malo produkta, pa še tega zelo nizke čistosti oz. nismo mogli 
niti z gotovostjo trditi, da je ta dejansko nastal. Produkt torej ni bil primeren za uporabo v 
biokemijskih testih. Prav tako nismo imeli dovolj izhodne spojine, da bi postopek lahko 
ponovili.  
5.2 Rezultati biokemijskega testiranja 
Po končani sintezi smo z očiščenimi končnimi produkti opravili biokemijsko testiranje na 
izbrani tarči. Najprej smo encimu rhIDO1 po dodatku 100 µM posamezne spojine določili 
rezidualno aktivnost (RA), ki predstavlja njegovo aktivnost po dodatku zaviralca in je hkrati 
tudi kazalec jakosti delovanja zaviralca. Torej nižja, kot je RA vrednost, bolj učinkovita je 
naša spojina. To vrednost smo dobili z merjenjem fluorescence modificiranega produkta. 
Spojinam, ki so imele RA nižjo ali enako 50 %, smo določili še vrednost IC50 (preglednica 
IV). Slednja pa predstavlja koncentracijo zaviralca v sistemu in vitro, ki zmanjša aktivnost 
encima za polovico. Do izračuna smo prišli s 6 oz. 7 različnimi koncentracijami zaviralca, 
ki smo jim določili pripadajoče RA vrednosti. Koncentracije so znašale od 0,3 µM pa tja do 
200 µM. Tako kot za RA, enako velja tudi za IC50, nižja kot je ta vrednost, močnejše je 
delovanje zaviralca.  
Preglednica IV: Rezultati biokemijskega testiranja končnih produktov. 
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Iz zgornje preglednice lahko razberemo, da smo najslabši rezultat izmerili pri spojini 20, kjer 
je bilo glede na RA zaviranje encima praktično zanemarljivo. Dodatna vezava fenilnega 
obroča na tiofen torej ni prinesla izboljšav, temveč je stanje celo poslabšala. Morda gre za 
sterično oviro, ki ovira vezavo molekule v aktivno mesto. 
Nekateri naši končni produkti zaradi konjugiranih dvojnih vezi v svoji strukturi 
fluorescirajo. Glede na to, da se pri testu meri ravno fluorescenco nastalega fluorofora, to 
predstavlja pomanjkljivost testa, saj dobimo lažno povišano aktivnost encima. Ti rezultati 
so neuporabni, ker ne vemo kakšen delež fluorescence je prispeval produkt encimske 
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razgradnje in kakšnega zaviralec. Za take primere bi bilo potrebno opraviti dodatne teste, ki 
ne temeljijo na merjenju fluorescence.  
Spojina 18 pa ima najnižjo vrednost RA, zatorej predstavlja, izmed zgoraj navedenih, 
najmočnejši zaviralec encima rhIDO1. Ker je bila njena vrednost RA ≤ 50 %, smo ji določili 
še vrednost IC50. Ta je znašala 39,6 µM, kar predstavlja precej zadovoljiv rezultat. 
Posledično lahko njena struktura služi kot izhodišče za nadaljnji razvoj zaviralcev. Glede na 
to, da sta spojini 15 in 18 precej podobni in izkazujeta obe zaviralno aktivnost v 
mikromolarnem območju, sta očitno nitroanilinski obroč na mestu 5 in tiofenski na mestu 3 
ugodna za vezavo v aktivno mesto le, da je vezava tiofena preko mesta 3 nekoliko ugodnejša, 
kot preko mesta 2.  
Spodnja slika predstavlja meritve, ki smo jih izvedli za določanje IC50 vrednosti za spojino 
18 (STN-10B). Vidimo lahko padec rezidualne aktivnosti encima v odvisnosti od 
koncentracije zaviralca, dodanega v reakcijsko zmes.  
 
  





Glede na to, da je IDO1 tesno vpleten v proces nastanka in napredovanja raka, le-ta 
predstavlja potencialno tarčo pri terapiji rakavih obolenj. Z zaviralnim delovanjem na encim 
dosežemo imunomodulatorno delovanje, ki pripomore k večji učinkovitosti ostalih 
imunoterapij. To že dokazujejo tudi klinične študije. 
Naša sintezna pot zaviralcev je izvirala iz strukture 5-(2-(3,4-dihidrokinolin-1(2H)-il)-2-
oksooetil)-3-(4-fluorofenil)isoksazolo[5,4-d]pirimidin-4(5H)-ona. Uspelo nam je 
sintetizirati 6 končnih spojin, ki smo jih nato ovrednotili z biokemijskim testom. Od teh sta 
dve pokazali dovolj veliko zaviralno delovanje na IDO1, da jim je bilo smiselno določiti še 
vrednost IC50. Le ta je pri spojini 15 znašala 81,0 µM, medtem ko je bila spojina 18 z 
vrednostjo IC50 39,6 µM še močnejši zaviralec. Ta dva rezultata sta precej zadovoljiva in 
lahko predstavljata neko izhodišče za nadaljnji razvoj zaviralcev IDO1. Potrebna pa bi bila 
še optimizacija strukture, da bi dosegli delovanje v nanomolarnem območju. Opazili smo, 
da sta spojini 15 in 18 strukturno zelo podobni. Edina razlika je vezavno mesto tiofena na 
osnovni skelet. Vezava na mestu 3 je privedla do večjega zaviranja encima kot na mestu 2. 
Poleg tega je ugodna tudi vezava nitroanilinskega substituena na amidnem dušiku. 
Tetrahidrokinolinskim derivatom pa zaradi avtofluorescence ni bilo mogoče določiti RA. 
Posledično smo dobili lažno negativne rezultate. To predstavlja pomanjkljivost tega 
biokemijskega testa, zato bi bilo potrebno uporabiti kakšno drugo metodo, ki ne temelji na 
merjenju fluorescence za za vrednotenje zaviralnega delovanja spojin.  
Dodaten končni produkt smo skušali pridobiti še z redukcijo nitro skupine na 
nitroanilinskem derivatu (spojina 18), vendar sinteza ni uspela.  
V okviru naše magistrske naloge smo tako dobili dva zaviralca IDO1 v mikromolarnem 
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